(19 


Europaisches Patentamt 
European Patent Office 
Office europeen des brevets 


(H) Numero de publication : 


0 014 490 

B1 


© 


FASCICULE DE BREVET EUROPEEN 


© Date de publication du fascicule du brevet : 
13.10.82 

© Numero de depot : 80200032.3 
(22) Date de depot : 14.01.80 


©lntCI.»:C12P 7/62 


(54) Precede de separation de poly-Wta-hydroxybutyrates d'une biomasse. 


® Priority : 22.01.79 FR 7901862 

© 


© 
© 
(56) 


o 
o 


Q. 
Ill 


Date de publication de ia demande : 
20.08.80 (Bulletin 80/17) 

Mention de ia deiivrance du brevet : 
13.10.82 Bulletin 82/41 

Etats contractants designes : 

AT BE CH DE FR GB IT LU NL SE 

Documents cites : 
FR A 2 338 291 
FR A 2 380 887 
FR A 2 389 343 
US A 3 044 942 
US A 3 275 810 


(73) Titulaire : SOLVAY & Cle (Societe Anonyme) 
Rue du Prince Albert, 33 

B-1050 Bruxelies (BE) 

(72) Inventeur : Vanlautem, Noel 
Rue des D rapiers, 17 
B-1300 Wavre (BE) 
inventeur : Gilain, Jacques 
Avenue de la Ramee, 10 
B-1180 Bruxelies (BE) 

(74) Mandataire : Eischen, Roland 

Solvay & Cle Departement de la Propriete Industrielle 
Rue de Ransbeek 310 
B-1120 Bruxelies (BE) 


il est rappele que : Dans un deiai de neuf mois a compter de ia date de publication de la mention de la deiivrance du 
brevet europeen toute personne peut faire opposition au brevet europeen delivre, aupres de TOffice europeen des 
brevets, ^opposition doit etre formee par ecrit et motivee. Elle n'est reputee formee qu'apres paiement de ia taxe 
d'opposition (Art. 99(1) Convention sur le brevet europeen). 

Imprimerie Jouve, 18 t rue St-Denis, 75001 Paris, France 


0 014 490 

Procede de separation de poly-p-hydroxybutyrates d'une biomasse 

La presente invention concerne un procede de separation de poly-p-hydroxybuty rates d'une 
biomasse par extraction au moyen de solvants halogenes liquides. 

De nombreux microorganismes sont capables de synthetiser des poly-p-hydroxybutyrates dont la 
fonction principale dans ces microorganismes semble etre le stockage de I'energie sous forme de matiere 
5 carbonee. Ces poiy-p-hydroxybutyrates constituent une matiere premiere interessante sur le plan 
industrial. Diverses techniques ont deja ete envisagees pour les separer des biomasses. Ainsi, on a dejh 
propose de les extraire de la biomasse au moyen de solvants halogenes liquides a bas point d'ebullition 
tels que le chloroforme et le chlorure de methylene. Dans ces precedes connus, I'extraction est 
generalement r^aiisee a la temperature normale d'ebullition du solvant ou a une temperature inferieure. 
10 Ainsi realis^e, ('extraction necessite des durees de traitement tres longues et est accompagnee d'une 
depolymerisation des poly-p-hydroxybuty rates bien que Ton opere a basse temperature. 

Dans le but de r§duire les durSes d'extraction et d'augmenter les rendements, on a propose de mettre 
en csuvre des solvants tels que le carbonate cyclique de 1,2-ethanediol (carbonate d'ethylene) ou de 1,2- 
propanediol (carbonate de propylene) a des temperatures plus eievees. Ces precedes permettent 
15 effectivement d'atteindre les buts vises mais ils engendrent une depolymerisation importante des poly-6- 
hydroxybuty rates. 

La presente invention vise a fournir un procede qui ne presente plus aucun des inconvenients des 
precedes connus. 

La presente invention concerne a cet effet un procede de separation de poly-p-hydroxybutyrates 
20 d'une biomasse par extraction au moyen de solvants halogenes liquides, selon lequel on utilise des 
solvants halogenes liquides choisis parmi les chloroethanes et les chloropropanes. 

Par chloroethanes et chloropropanes, on entend designer tous les composes derives de I'ethane ou 
du propane dans lesquels un ou plusieurs atomes d'hydrogene a ou ont ete substitue(s) par I'atome de 
chlore ainsi que les chloroethanes et les chloropropanes dont certains atomes d'hydrogene ont en outre 
25 ete substitues par des atomes d'halogene tels que I'iode et le brome et, de preference, le f luor. On prefere 
toutefois utiliser des chloroethanes et des chloropropanes qui ne sont pas substitues et qui comportent 
dans la molecule uniquement des atomes de chlore, de carbone et d'hydrogene. 

Le milieu liquide utilise pour I'extraction selon I'invention, bien que constitue essentiellement de 
chloroethanes et de chloropropanes, peut contenir de faibies quantites d'autres liquides. On prefere 
30 cependant qu'il soit constitue de chloroethanes et de chloropropanes a raison de 90 % en poids, et plus 
particulierement 99 % en poids, au moins. 

Les solvants utilises selon I'invention peuvent etre utilises seuls ou en combinaison. L'execution la 
plus simple consiste dans I'emploi d'un seul solvant eventuellement sous la forme impure appelee 
couramment « de qualite technique ». De preference, on choisit des solvants qui possedent un point 
35 d'ebullition, mesure a pression atmospherique, compris entre 65 °C et 170 °C. 

Les solvants tout particulierement preferes sont les chloroethanes et chloropropanes non substitues 
dont les atomes carbone porteurs d'au moins un atome de chlore sont egalement substitues par au moins 
un atome d'hydrogene. Dans cette categorie les solvants qui donnent les meilleurs resultats sont le 1,2- 
dichloroethane, le 1,1,2-trichloroethane, le 1,1,2,2-tetrachloroethane et le 1,2,3-trichloropropane. Les 
40 meilleurs r§sultats ont ete obtenus avec le 1,2-dichloroethane et le 1,1,2-trichloroethane. 

Les biomasses que I'on peut traiter selon i'invention peuvent etre obtenues a partir de microorganis- 
mes d'origines diverses et notamment a partir de bacteries comme il a ete decrit dans Angew. Chemie 
1962, 74 Jahrg, Nr. 10 p. 342-346. La selection des microorganismes se fait en general sur la base de la 
quantite relative de poly-p-hydroxybutyrates contenue dans le microorganisme ainsi qu'en fonction de la 
45 Vitesse de croissance du microorganisme et de sa Vitesse de synthese des poiy-p-hydroxybuty rates. 

Les microorganismes, qu'ils soient cultives artificiellement ou non, peuvent etre traites directement 
par le solvant d'extraction dans leur milieu de culture. Une execution preferee consiste toutefois a partir 
de microorganismes qui ont ete, prealablement a I'extraction, separes de leur milieu de culture. Cette 
separation peut etre effectuee par tous les moyens connus a cet effet. Une fagon elegante de proceder 
consiste a centrifuger le milieu de culture de fagon a pouvoir aisement separer les microorganismes du 
milieu et a lyophiliser subsequement les microorganismes isoles de fa?on a obtenir une biomasse qui 
peut etre traitee aisement par le solvant d'extraction. 

Le rapport entre la quantite de la biomasse mise en oeuvre et le solvant d'extraction utilise n'est pas 
critique en soi. On travaille en general avec des rapports en poids compris entre 1 a 1 et 1 a 100 
55 Habituellement, on emploie des rapports compris entre 1 a 2 et 1 a 50 et enfin on opere de preference 
avec des rapports compris entre 1 a 5 et 1 a 10. Le choix de ce rapport est influence par divers parametres 
tels que la nature de la biomasse a traiter, la temperature, le nombre detractions et !e rendement 
souhaite par extraction. En outre, I'elimination des residus cellulaires est d'autant plus facile qu'il y a 
moins de biomasse dans le milieu d'extraction. 
60 La temperature a iaquelle est effectuee I'extraction est choisie en fonction de la nature des 
chloroethanes et chloropropanes utilises. Les temperatures qui conviennent bien en general sont situees 
entre 50 °C et le point d'ebullition, mesure sous pression atmospherique, du solvant. On a constate que 
les temperatures optimales d'operation se situent habituellement en dessous de 130 °C. Elles sont de 
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preference comprises entre 60 et 90 °C. Dans le cas du 1,2-dichloroethane, de bons resultats ont ete 
obtenus entre 60 et 80 °C. 

La pression a laquelie est effectuee I'extraction n'est pas critique et est generalement comprise entre 
0,1 et 10 kg/cm 2 [98-9807 mbar]. 
5 L'operation d'extraction peut etre realisee dans tout appareillage congu a cet effet. On peut effectuer 
l'operation en continu ou en discontinu avec des circulations des biomasses et des solvants d'extraction 
circulant dans le meme sens ou dans des sens opposes. 

Apres l'operation d'extraction le solvant peut etre debarrasse des composes non solubles dans le 
milieu tels que les membranes cellulaires de la biomasse extraite. Pour ce faire, on peut utiliser n'importe 
10 quel moyen connu. Habit uellement cette operation est effectuee par une ou plusieurs filtrations. 

Les poiy-0-hydroxybuty rates extraits peuvent etre separes du milieu d'extraction par n'importe quelle 
methode connue a cet effet. Ainsi, on peut les separer par evaporation du solvant ou encore par simple 
addition d'un agent precipitant. Comme agents precipitants utilisables, on peut citer les composes non 
solvants des poly-p-hydroxybutyrates tels que Tether de petrole, les hydrocarbures aliphatiques non 
75 substitues, les solvants aromatiques dont le benzene ou encore les alcools aliphatiques. Des agents 
precipitants preferes sont les alcools aliphatiques et plus particulierement, pour des raisons economi- 
ques, le methanol et I'ethanol. 

Les poly-0-hydroxybutyrates separes selon I'invention peuvent etre ensuite purifies par un ou 
plusieurs lavages avec des non solvants tels que ceux cites ci-avant et etre seches, apres quoi ils se 
20 presentent sous la forme d'une masse polymerique blanche. Les operations de recuperation et de 
purification se font habituellement a temperature ambiante. 

Les poly-p-hydroxybutyrates sont des polymeres ayant de nombreuses applications et notamment en 
chirurgie ou ils peuvent etre utilises sous forme de fils car ils sont aisement sterilisables. En outre, ces 
polymeres peuvent etre mis en forme par les differentes techniques connues de moulage pour faire des 
25 protheses. On peut encore les filer ou les extruder suivant les methodes habituelles. 

Les exemples suivants servent a illustrer I'invention. 

Exemple 1 (de comparaison) 

30 

Dans un ballon de 250 ml muni d f un agitateur et d'un refrigerant a eau on introduit 100 ml de 
chloroforme que Ton porte a 60 °C. On introduit ensuite 16,0 g d'une biomasse sechee lyophilisee 
constitute de bacteries de la souche ALCALIGENES EUTROPHUS, delitee au mortter avant I'emploi, et 
dont la teneur en eau superficielle est de 23,2 g/kg. Apres 1 heure, on preleve la solution et on filtre sous 

35 pression a chaud sur une toile en tissu afin d'eliminer les restes solides de la biomasse. Le polymere est 
precipite par addition d'ethanol en exces, & temperature ambiante, a la solution obtenue. Le precipite est 
filtre sous vide sur un filtre avec verre fritte et lav<§ avec de I'ethanol. Le polymere est ensuite seche 
jusqu'a poids constant sous vide. Le rendement de I'extraction est donne par le poids du produit extrait 
sur le poids de biomasse mis en ceuvre et le poids moleculaire en poids de polymere est calcule a partir de 

40 la mesure de la viscosite intrinseque d'une solution chloroformique selon la formuie 

(n) = 1,9 • 10- 2 M W 0,74 (i>exprime en ml/g). 

preconisee dans ('article paru dans Makromol. Chem. Vol. 176, 1975 p. 2662. Des valeurs obtenues sont 
45 rassemblees au Tableau 1 ci-apres. 

Exemples 2 et 3 (de comparaison) 

50 On repete I'exemple 1 mais en substituant respectivement du tetrachloromethane (exemple 2) et du 
trichloroethylene (exemple 3) au chloroforme. Les resultats obtenus sont rassembles au Tableau 1. 

Exemples 4, 5 et 6 

55 

On opere de nouveau dans des conditions identiques a celles de I'exemple 1 mais on effectue 
l'operation d'extraction avec du 1,2-dichloroethane (exemple 4), du 1,1,2-trichloroethane (exemple 5) et 
du 1,1,2,2-tetrachloroethane (exemple 6). Les resultats obtenus sont egalement repris au Tableau 1 ci- 
apres. 

60 

Exemple 7 (de comparaison) 

L'exemple 1 est repete avec du chloroforme comme solvant d'extraction mais en operant I'extraction 
55 pendant une duree de 3 heures. Les resultats obtenus sont repris au Tableau 1 ci-dessous. 
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Tableau 1 


5 


Essai n° 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

Rendement % 
Poids moleculaire x 10~ 3 

36,6 
887 

0 

0 

66,2 
902 

72,0 
920 

60,7 
905 

48,8 
576 


On peut done conciure des resultats rassembles au Tableau 1 que les rendements observes par 
10 extraction selon I'invention sont nettement plus eleves qu'avec d'autres solvants halogenes dans les 
mdmes conditions op6ratoires. Ces rendements sont meme plus eleves que ceux obtenus apres une 
duree d'extraction triple avec un solvant halogene typique de Tart anterieur. 

En outre on peut voir que dans les exemples4, 5, 6 les poids moleculaires des polymeres separes 
selon IMnvention sont nettement superieurs a ceux obtenus a la meme temperature avec le chloroforme. 

15 

Exemple 8 (de comparaison) 

On opere comme dans I'exemple 1 mais au lieu de travailler a 60 °C on effectue I'extraction a 120 °C 
et avec du carbonate de propylene au lieu de chloroforme. Le rendement observe et le poids moleculaire 
20 du polymery extrait sont repris au Tableau 2 ci-apres. 

Exemples 9 et 10 

On travaille comme dans I'exemple 8 mais en remplagant le carbonate de propylene par du 1.1,2,2- 
25 tetrachloroethane (exemple 9) et par du 1,2,3-trichloropropane (exemple 10). Les resultats sont rassem- 
bles au Tableau 2. 


Tableau 2 


30 


Essai n° 

8 

9 

10 

Rendement % 

67,6 

65,5 

63,7 

Poids moleculaire x 10 -3 

400 

574 

693 


On peut done deduire de ces resultats que I'invention permet d'obtenir, a la meme temperature, des 
rendements d'extraction qui sont du meme ordre de grandeur que ceux obtenus avec le carbonate de 
propylene tout en ne provoquant pas une d6polymerisation aussi importante du polymere extrait. 

En outre, on peut d6duire, de la comparaison des resultats des Tableaux 1, et 2, que IMnvention 
40 permet d'obtenir des rendements d'extraction meilleurs ou tout au moins egaux a des temperatures de 
60 °C compares aux rendements des precedes connus a 120°C sans provoquer une depolymerisation 
aussi importante. 


45 Revendications 

1. Procede de separation de poly-p-hydroxybutyrates d'une biomasse par extraction au moyen de 
solvants halogenes liquides caracterise en ce que les solvants halogenes liquides sont choisis parmi les 
chloroethanes et les chloropropanes. 
50 2. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que les solvants halogenes liquides sont 
choisis parmi les chloroethanes et les chloropropanes ayant un point d'ebullition compris entre 65 °C et 
170 °C. 

3. Procede selon la revendication 1 ou 2, caracterise en ce que les solvants halogenes liquides sont 
choisis parmi les chloroethanes et les chloropropanes possedant des atomes de carbone porteurs d'au 

55 moins un atome de chlore et egalement d'au moins un atome d'hydrogene. 

4. Proc§d6 selon I'une quelconque des revendications 1 a 3, caracterise en ce que les solvants 
halogenes liquides sont choisis parmi le 1,2-dichioroethane, le 1,1,2-trichloroethane, le 1,1,2,2-tetrachlo- 
roethane et le 1,2,3-trichloropropane. 

5. Procede selon i'une quelconque des revendications 1 a 4, caracterise en ce que I'extraction est 
60 operee entre 60 °C et 90 °C. 


Claims 

55 1. Process for separating poly-p-hydroxybuty rates from a biomass by extraction using liquid 
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halogenated solvents, characterised in that the liquid halogenated solvents are chosen from amongst 
chloroethanes and chloropropanes. 

2. Process according to Claim 1, characterised in that the liquid halogenated solvents are chosen 
from amongst chloroethanes and chloropropanes having a boiling point of between 65 °C and 170 °C. 
5 3. Process according to Claim 1 or 2, characterised in that the liquid halogenated solvents are 
chosen from amongst chloroethanes and chloropropanes which possess carbon atoms carrying at least 
one chlorine atom and also at least one hydrogen atom. 

4. Process according to any one of Claims 1 to 3, characterised in that the liquid halogenated 
solvents are chosen from amongst 1,2-dichloroethane, 1,1,2-trichloroethane, 1,1,2,2-tetrachloroethane 

10 and 1,2,3-trichloropropane. 

5. Process according to any one of Claims 1 to 4, characterised in that the extraction is carried out at 
between 60 °C and 90 °C. 


15 Anspruche 

1. Verfahren zur Trennung von Poly-p-hydroxybutyraten aus einer Biomasse durch Extraktion mittels 
flussiger haiogenierter Losungsmittel, dadurch gekennzeichnet, dass man die flussigen halogenierten 
Losungsmittel unter den Chlorethanen und den Chlorpropanen auswahlt. 
20 2. Verfahren nach Anspruchl, dadurch gekennzeichnet dass man die flussigen halogenierten 
Losungsmittel unter solchen Chlorethanen und Chlorpropanen auswahlt, die einen Siedepunkt zwischen 
65 °C und 170°C aufweisen. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass man die flussigen haloge- 
nierten Losungsmittel unter solchen Chlorethanen und Chlorpropanen auswahlt, die Kohlenstoffatome 

25 aufweisen, die mindestens ein Chloratom und gleichzeitig mindestens ein Wasserstoffatom tragen. 

4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass man die flussigen 
halogenierten Losungsmittel unter 1,2-Dichlorethan, 1,1,2-Trichlorethan, 1,1,2,2-Tetrachlorethan und 
1,2,3-Trichlorpropan auswahlt. 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass man die Extraktion 
30 zwischen 60 °C und 90 °C ausfuhrt. 
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